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論 文 内 容 要 旨
薬物の体内動態(吸 収,分 布,代 謝,排 泄)と 薬効,毒 性の発現 とは密接に関係 してお り,薬
物の有効性,安 全性を高める上で体液中あるいは組織中レベルの測定や代謝産物の同定が極 めて
重要となる。
薬物の代謝試験において,生 体試料中 レベルの測定に用いられる一般的な分析法は,イ ムノアッ
セイ法とクロマ トグラフ法の二者に大別される。前者 は簡便性,感 度に優れ,不 安定な物質の測
定に有利であるものの,薬 物によっては測定対象のハプテン化が困難なため,特 異性の高い優 れ
た抗体が得 られず,ま た代謝産物の一斉分析では,個 々の代謝産物に対する抗体を必要 とす るな
ど不利な点も少なくない。L方,後 者はTLC,GC,HPLCあ るいはGC/MSな ど数多 くの手法が
あり,広 範囲にまたがる方面で汎用されている。 これ らの分離分析法では,前 者に比べ煩雑な操
作を伴 う場合も少なくないが代謝産物を含め多成分を一斉に精度よく測定す ることが比較的容易
である。なかでも特にGC/MSで は,体 内で変換 した未知化合物の構造の推定が可能であるとと
もに,特 徴的な開裂イオンの選択 とクロマ トグラフ分離 という二つの優れた識別手段を同時に駆
使す ることにより,極 めて高感度 に体液中の薬物および代謝産物の一斉分析が可能 となる。さ ら
に,測 定対象薬物の安定同位体標識化合物を体内動態解析の トレーサーとして,あ るいは測定時
の最 も適切な内標準物質 αS)と して使用でき,測 定結果の精度向上を図 り得 る利点を も有 して
いる。
以上のように,GC/MSは 他の分離分析法に比べて多岐にわたる機能を有 し,薬 物な らびに代
謝産物の定量あるいは構造解析の手段 として有用性が極めて高 いと考え られることか ら,動 物ま
たはヒトにおける降圧薬,β 一遮断薬,脳 血管拡張薬な らびに抗炎症薬など数種の薬物 の体内動
態な らびにbioavailabili七y解析への本法の応用とそれ らにおける安定同位体標識化合物の利用を
企てた。
GC/MSに よ る 体 液 中 微 量 薬 物 の 定 量
ア ンジ オ テ ンシ ン変換 酵 素 阻 害作 用 を有 す る経 口 降 圧 薬captoprilは 体 内 で 容 易 に 酸 化 さ れ,
そ のdisulphideな ら びにcysteine,glu七athioneな どSH化 合 物 との 混 合disulphideを 生 成 す る こ と
が知 られ て い る。 そ こで,血 中 お よ び尿 中 のcaptopri1お よ びそ のdisulphideの 同 時 定 量 法 を 検 討
した 。 そ の結 果,こ れ らをhexafhoroisopropyl(HFIP)誘 導 体 に導 くと き ジ ア ス テ レオ マ ー を
生 成 す る もの の,カ ラム に10%Dexsil300GCを 用 い る こ とに よ り,そ れ ぞ れ 単 一 の ピー ク と し
て得 られ,ま た採 血 後 で き るだ け速 や か に,新 た に調 製 したN-ethylmaleimide(NEM)一 リ ン酸 緩
衝 液 を血 液 に 添加 し,精 製 を行 う こ とに よ り,分 離 精 製 操 作 過 程 に お け る 分 解 や 内 因 性 物 質 と
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の反応を防 ぐことができ,cap七〇prilとそのdisulphideの精度の高 い同時定量が可能 となった。
しか しなが ら,こ れらのHFIP誘 導体は,両 者の同時定量が必要 とされる場合に好都合な条件
を備えているものの,カ ラムへの吸着,ジ ァステレオマー生成などの問題を含み高感度測定は望
めなかった。そこでっぎに,誘 導体化あるいは測定カラムの選択などを吟味 し,よ り微量 の分析
法を検討 した。すなわち,captopri1-NEM付 加体をpen七afluorobenzylbromide(PFBB)で 処
理 したところ,NEMが 脱離 しcaptopriI-bisP耳B誘 導体が生成 した。この誘導体化ではジアステ
レオマーの生成が認められず,ク ロマ トグラム上鋭い単一の ピークを与え,前 述のHFIP誘 導体
に比べその測定感度が10-20倍 向上 し微量定量が可能となった。
っぎに,脳 血管拡張薬 として臨床上汎用されているifenprodilの血中および尿中の未変化とそ
の抱合体の微量定量法を確立 した。まず,測 定のためのISと して安定同位体標識化合物を合成 し,
これを血液および尿に添加後,未 変化体のifenprodilは溶媒抽出によ り,一 方そのグル クロニ ド
は固相抽出と溶媒抽出を組み合わせて精製 した後,TMS誘 導体に導 くことにより,感 度,精 度の




明 らかにするとともにその排泄率を調べた。すなわち,an七enololを 投与 した ラットおよびイ ヌ
の尿を塩基性条件下有機溶媒で抽出後,代 謝産物をTMSあ るいはTFA誘 導体に導 き,aminopro-
panol側 鎖に由来する特徴的 フラグメントイオ ンを用いてマスクロマ トグラフ法で検索 し,酸 ア
ミド側鎖が水酸化を受けたM1と それがさらに酸化されたM2の 構造 を推定 した。っいで,M1お
よびM2を 別途合成 し,そ れらの標品 と尿中代謝産物M1お よびM2の マススペクトルな らびにGC
における保持時間の比較からその構造を確認 した。
っぎに,代 謝産物Mユ およびM2の 測定法にっいて検討 した。M1は,TMSお よびTFA誘 導体 に
変える反応が定量的に進行 しないことからHPLCに よる測定法 を,一 方M2に っいては合成 した
atenolo1の安定同位体標識化合物をISに用い,GC/MSに よる測定法を確立 した。 これ らの方 法
により,ラ ットおよびイヌの尿中な らびに糞中のM1な らびにM2を 測定 した結果,M1の 尿中排
泄率はラットで5.9%,イ ヌで3.4%で あったがいずれの糞中にもM1は 確認されなかった。また,




新規 β一遮断薬D-32に っいては,こ れまでにその薬理活性の半減期が血清 レベルの半減期より
も長いことが見出され,D-32の(+)体 と(一)体 の代謝に差があることに起因すると推測され
た。そこで,D-32エ ナンチオマーの体内動態の検索に,一 方の異性体の安定同位体標識化合物 と
他方の非標識化合物 とを組み合わせた疑似 ラセ ミ混合物を用い,ヒ トならびに動物における両者
の体内動態をGC/MSに より検討 した。
まず,ヒ トにD-32の 安定同位体標識化合物の擬似 ラセ ミ混合物を投与 し,D-32お よびその代謝
産物の尿中排泄の様相を調べたところ,D-32の 総排泄量は投与量の約1%で あり,(+)体 が(一)
体のほぼ5倍 であった。一方,代 謝産物の4-hydroxyD-32は 投与量の約25%が 排泄され,そ の約
80%が(一)体 であり,3-carboxyD-32は その排泄量の約60%が(+)体 であった。また,血 中
濃度はD-32で は(+)体 が,4-hydroxyD-32で は(一)体 がそれぞれ高い値を示 し,3-hydroxy-
methylD-32で は前の2者 ほど顕著ではないが(+)体 が高 く,尿 中排泄とほぼ同様の傾向を示
した。 これらの結果から,D-32の 体内動態はエナンチオマー間に明確な差が見 られ,両 者の代謝
に立体選択性のあることが判明した。
っぎに,先 と同様擬似 ラセ ミ混合物を用 いinvivoな らびにinvitroで エナンチオマーのグルク
ロニ ド生成における動物種差を検討 した。 その結果,イ ヌではD-32の(+)体 と(一)体 の
invitroに おけるグルクロニ ド生成比が両者の血中濃度比をよく反映することが明らかとなった。
また,各 種動物の肝 ミクロゾームを用いた実験か ら,D-32の(+)体 と(一)体 のグルクロニ ド
生成能 に顕著な種差のあることが認め られた。
プ ロ ドラ ッグの有効性評価への安定同位体標識化合物の利用
現在,抗 炎症薬 として汎用されるindome七hacinは,臨 床で経口剤 として用いられることが多く,
消化器系に潰瘍を生 じるなどの副作用を有することが知 られている。また,こ のような副作用を
軽減す るためoxametacinやacemetacinな どエステルあるいは酸 ア ミド誘導体のプロ ドラッグ
が開発 されている。一方,indomethacinを ヒトまたは動物に経ロ投与する時,そ の消化管か らの
吸収には著 しい個体差あるいは日差 のあることが報告 されている。さ らに,体 液中のindome-
thacinは 種々の変動要因により,信 頼性の高い測定が困難 とされている。そこで,こ のよ うな体
内挙動 および分析操作に多 くの変動要因を含むindomethacinプ ロドラッグ(oxametacinお よび
acemetacin)のinvivoに おけるindomethacinへ の変換率を調べるため,信 頼度 の高 い方法の確
立が必要 とされ ることから,こ れらのプロ ドラッグと親化合物の重水素標識化合物を同時投入す
る新たな評価法を考案 した。その結果,体 内で変換 したindomethacinと 標識indomethacin両 者
の血中濃度比はいずれの個体において もほぼ一定 した値が得 られることが判明 し,プ ロドラッグ
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グの有効性の正確な評価が可能となった。
以上 のように,GC/MS法 を動物またはヒトにおける薬物の体内動態解析な らびにbioavaHa-
bihtyの 比較に応用する場合,測 定対象物の生体試料か らの分離精製,.薬 物 および代謝産物それ
ぞれの化学特性を生かした誘導体の調製,さ らにはそれらの分離に適切なカラムの選択などを工
夫す ることにより,信 頼度の高い同定あるいは定量が可能 となった。また,GC/MS法 では,安
定同位体標識化合物は定量のISに とどまらず,そ れを投与薬物 として利用することによ り,高 い
精度でのbioavailabilityの 評価,光 学異性薬物の体内動態の解析 も比較的簡便に行えることが示
された。
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審 査 結 果 の 要 旨
薬物の有効性,安 全性を確保するうえに体内動態の解明は不可欠であ り,そ のため薬物および
代謝産物を高 い信頼度で測定する方法の開発が求められる。GC/MS法 は,体 内で変換 した未知
化合物の構造を推定 し得るとともに,特 徴的な開裂イオンの選択 とクロマ トグラフ分離 という二
っの優れた識別手段を同時に駆使することにより,体 液中薬物及び代謝産物の一斉分析を可能 に
する。さらに,安 定同位体標識化合物を動態解析の トレーサーとして,あ るいは定量の最 も適切
な内標準物質 として用いることができ,測 定⑱精度向上を図り得る利点がある。
:本論文は,こ のような観点か ら降圧薬captopri1,脳 血管拡張薬ifenprodi1,β 一遮断薬atenolo1
およびD-32,抗 炎症薬indomethacinと そのプロ ドラッグをとりあげ,こ れら薬物の ヒトまたは動
物における体内動態ならびにbioavailabi批y解 析への応用を目指 し,分 析法の確立に重要な誘導
体化,カ ラム種の選択,clean-up法,さ らには安定同位体標識化合物の有効利用などにっいて総
合的な検討を行ったものである。
体液中capめpri1の 測定では,そ れが酸化を受け易いことか らN一 エチルマ レイ ミドによるSH
基の保護およびヘキサフルオロイソプロパノール,ペ ンタフルオロベンジルブロミドの誘導体化
試薬2種 を用いるジスルフイ ド体 との同時定量,さ らに,微 量化をも可能にした。また,体 液中
ife叩rodilについては溶媒抽出,そ のグルクロニ ドは固相抽出と溶媒抽出を組み合わせて精製後,
トリメチルシリル誘導体に導 き,感 度および精度共にす ぐれる測定法を確立 した。っぎに,ateno-
lolでは代謝産物M1お よびM2に っいて,こ れ らのaminopropanol側 鎖 に由来する特徴的なフラ
グメントイオンを利用 し,マ スクロマ トグラフィーによる構造解析,選 択 イオ ンモニタリング
(SIM)に よる代謝産物の測定を行 った。一方,光 学異性薬物のD-32に っいては,安 定同位体の
標識化合物 と非標識化合物で調製 した疑似 ラセ ミ体を ヒトな らびに動物 に投与 し,両 者 の質
量 数 め差 を利 用 す るSIM法 に よ り光 学 異 性 体 の 体 内動 態 を明 らか に したQま た,
indomerhacinの エステル型プロドラッグにっいては,安 定同位体標識の親化合物 と非標識体の
プロドラッグを同時投与する方法を考案 した。それにより血中の未変化体 とプロドラッグか ら生
成 した親化合物 とが弁別され,精 度よ く両者のbioavailabilityを 測定することができた。本法は,
親化合物の血中濃度に顕著な個体差や日差が見 られる場合や,抽 出操作時の変動要因が多 い薬物
では,プ ロ ドラッグか ら親化合物への体内変換率を正確に知 り得 る方法であることが立証された。
以上,本 研究は,動 態解析の方法論として重要視される体液中の薬物およびその代謝産物の優
れた分析法を代表的な薬物を対象に開発 したもので薬物動態学の進展に寄与するところ大 きく,
学位を授与す るに値する内容 と認 める。
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